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Studies reported herein were aimed to investigate
hepatic transport mechanisms of glycoproteins and
associated drugs. This not only might improve cur-
rent understanding of hepatic physiology but also
could provide a rational base for liver specific tar-
geting of therapeutic agents, using carriers that are
selectively interiorized by the liver. Asialoorosomu-
coid (ASOR) and neoglycoproteins with exposing ga-
lactose groups were used as ligands for the hepato-
ryte asialoglycoprotein (ASGP) internalization sys-
tem. The first part of the experimental strategy in-
volved protein binding studies of a series of typical
cationic drugs to (AS)OR and of a representative or-
ganic anion to the neoglycoprotein (lactosylated bo-
vine serum albumin; LBSA). Equilibrium dialysis
and ultrafiltration methods were used to assess sta-
bility of noncovalently formed drug-protein complex-
es. Subsequently a combination of ex vivo rat liver
perfusions, subcellular fractionation schemes and cell
isolation methods were used to investigate the im-
pact of protein binding on transport kinetics and in-
trahepatic localization of noncovalently bound drug.
Results indicated that cationic drugs are not coendoc-
ytosed and that association of the organic anion
with LBSA even retarded hepatic uptake very prob-
ably due to impaired dissociation kinetics of the
complex. The acinar localization of the ASGP inter-
nalization system was assessed using isolated rat
liver, perfused in antegrade or retrograde direction
in combination with quantitative light microscopic
autoradiography. Results indicated that this endo-
cytic process is predominantly localized at the end of
the acinus. This localization of the endocytic process
may have consequences for the intrahepatic cell-
specificity of a drug- carrier complex. The third part
of the investigations involved hepatic processing of
conjugates consisting of the model drug fluorescein
covalently attached to ASOR or LBSA via a thiou-
rea bond. It was shown that these conjugates are effi-
ciently internalized by rat liver and degraded to
(fluorescent) low molecular weight metabolites that
were secreted into bile. In addition these studies re-
vealed that the negatively charged fluorescein
moiety enhanced hepatic uptake of neoglycoproteins
very probable via interaction with scavenger recep-
tors located on nonparenchymal cells. In comment,
the combineci data indicate that noncovalent asso-
ciation of drug and glycoprotein generally does not
lead to site specific delivery. In contrast a covalent
link between drug and carrier can result in hepatic
deposition of the therapeutic agent. For certain drugs
however, this may also affect cell specificity of the
carrier. The results of these studies may provide a
framework for further investigations in the area of
liver specific targeting of drugs.
SAMET{VATTING
Het in dit proefschrift beschreven onderzoek is erop
gericht de verwerking van glycoproteinen en hiermee
geassocieerde farmaca door de lever te bestuderen.
Kennis van de mechanismen welke hieraan ten
grondslag liggen is niet alleen belangriik voor een be-
tere interpretatie van de functionele rol van de lever
in dit verband, zij kan ook aangewend worden bij het
ontwerpen van geneesmiddel-glycoproteine conjuga-
ten, welke er selectief op gericht zijn een farmacolo-
gisch effect in dit doelorgaan bewerkstelligen. Een
mogelijke toepassing van dit "drug targeting" concept
is gebaseerd op de aanwezigheid van een bepaald
soort receptoren op het plasmamembraan van de le-
verparenchymcel. Interactie van gedesialiseerde
plasma-glycoproteinen met deze -galactose groepen
herkennende- receptor vormt de eerste stap van een
endocytose mechanisme waaÍrnee de lever asialogly-
coproteinen uit het plasma kan opnemen. Ook eiwit-
ten waaraan in vitro voldoende galactose groepen
worden gekoppeld (neoglycoproteinen) worden door
deze receptor herkend, en geinternaliseerd.
Twee soorten farmacon-glycoproteine coniugaten zijn
onderzocht: er is een onderscheid gemaakt tussen
enerzijds een noncovalente associatie van de model-
verbinding met een (neo)glycoproteine, en anderzijds
een covalente binding tussen de modelverbinding en
eiwitcarrier.
Aanvankelijk is van een aantal farmaca met kwater-
naire ammonium groep de binding aan het plasma-
eiwit orosomucoid en de gedesialiseerde vorm, het
asialoorosomucoid in vitro onderzocht. Dit laatste
glycoproteine wordt selectief door de lever geinter-
naliseerd. Tijdens de acute fase respons is de plasma-
concentratie van beide eiwitten sterk verhoogd het-
geen van invloed kan zifn op de wije concentratie en
farmacokinetiek van een grote groep Oasische) ge-
neesmiddelen. Met een tweetal stoffen uit deze groep
van organische kationen zijn experimenten uitge-
voerd om na te gaan wat het effect is van een ver-
hoogde concentratie van asialoorosomucoid op stoff-
en die hier noncovalent aan binden, wat betreft de
kinetiek van leveropname, en intrahepatische ver-
deling. In deze experimenten werd vastgesteld dat
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